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k57 Resumen:
Procedimiento para identicar un compuesto que in-
hiba la funcion represora de Snail
El procedimiento consiste en a~nadir dicho compuesto
a las celulas transformadas con capacidad de expresar
el marcador pronostico Snail, para despues determi-
nar la disminucion o eliminacion total de la capaci-
dad de expresar dicho marcador de pronostico en esas
celulas transformadas. Por ultimo, se realiza la se-
leccion de dicho compuesto para el tratamiento de la
invasion y metastasis tumoral si dichas celulas trans-
formadas presentan una disminucion o eliminacion
total de la expresion de Snail (y una reversion de sus
propiedades invasivas y metastasicas).
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.
Venta de fascculos: Ocina Espa~nola de Patentes y Marcas. C/Panama, 1 { 28036 Madrid
ES
2
16
1
61
2
B
1
1 ES 2 161 612 B1 2
DESCRIPCION
Procedimiento para identicar un compuesto
que inhiba la funcion represora de Snail.
Sector de la invencion
Biomedicina. Protenas diana de compuestos an-
titumorales.
Sistema de identicacion de candidatos a com-
puestos antitumorales
Marcadores de invasion y metastasis tumorales,
su uso como marcadores de pronostico de la enfer-
medad y como gua de los profesionales medicos
para seleccionar o evaluar tratamientos.
Estado de la tecnica
La protena cadherina E no solo se ha com-
probado que media en la adhesion intercelular de
celulas epiteliales durante el desarrollo embriona-
rio y en los tejidos adultos, sino que ademas esta
implicada en la transformacion fenotpica que se
observa en los tumores epiteliales durante su pro-
gresion a tumores invasivos. En este proceso de
invasion de las celulas tumorales la expresion de
la protena cadherina E se reduce o se anula y
esta perdida se asocia con la adquisicion de pro-
piedades migratorias. Las alteraciones funciona-
les de cadherina E y/o sus protenas asociadas,
cateninas, han sido asociadas con una menor dife-
renciacion y mayor agresividad tumoral [Takeichi,
M. Cadherins in cancer: implications for invasion
and metastasis. Curr. Op. Cell Biol. 5, 806-811
(1993); Birchmeier, W. & Behrens, J. Cadherin
expression in carcinomas: role in the formation of
cell junctions and the prevention of invasiveness.
Biochim. Biophys. Acta 1198, 11-26 (1994)] e
incluso se han visto implicadas en la transicion
de adenomas a carcinomas invasivos [Perl, A.K.,
P. Wilgenbus, U. Dahl, H. Semb & Christofori,
G. A causal role for E-cadherin in the transition
from adenoma to carcinoma. Nature 392, 190-193
(1998).]. Por todo ello, el gen de la cadherina E
ha sido considerado como un gen supresor de la
invasion tumoral [Frixen, U. H., et al. E-cadherin-
mediated cell-cell adhesion prevents invasivenesss
of human carcinoma cells. J. Cell Biol. 113, 173-
185 (1991); Vleminckx, K., Vakaet, L. J., Maree],
M., Fiers, W. & Van Roy, F, Genetic manipula-
tion of E-cadherin expression by epithelial tumor
cells reveals an invasion suppressor role. Cell 66,
107-119 (1991); Miyaki, M. et al.. Increased cell-
substratum adhesion, and decreased gelatinase
secretion and cell growth, induced by E-cadherin
transfection of human colon carcinoma cells. On-
cogene 11, 2547-2552 (1995); Llorens, A. et al.
Downregulation of E-cadherin in mouse skin car-
cinoma cells enhances a migratory and invasive
phenotype linkend to matrix metalloproteinase-
9 gelatinase expression. Lab. Invest. 78, 1-12
(1998).] por lo que los mecanismos moleculares
que controlan su expresion o funcion son de suma
importancia en el conocimiento de los procesos
tumorales invasivos.
La expresion del gen de la cadherina E esta
regulada por varios elementos localizados en la
region 5’proximal de su promotor [Behrens, J.,
Lo¨wrick, O., Klein, H. L. & Birchmeier, W. The
E-cadherin promoter: functional analysis of a
GC-rich region and an epithelial cell-specic pa-
lindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad.
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Sci. USA 88, 11495-11499 (1991); Ringwald, M.,
Baribault, H., Schmidt, C. & Kemler, R. The
structure of the gene coding for the mouse cell
adhesion molecule uvomorulin. Nucleic Acids
Res. 19, 6533-6539 (1991); Bussemakers, M. J.,
Giroldi, L. A., van Bokhoven A. & Schalken, J.
A. Transcriptional regulation of the human E-
cadherin gene in human prostate cancer cell lines:
characterization of the human E-cadherin gene
promoter. Biochem. Biophys. Res. Commun.
203, 1284-1290 (1994), Giroldi, L. A. et al. Role
of E-boxes in the repression of E-cadherin expres-
sion. Biochem. Biophys. Res. Commun. 241,
453-458 (1997)]. Entre ellos, destaca el elemento
E-pal que contiene dos cajas E, identicado en el
promotor de la cadherina E de raton (entre las
posiciones -90 a -70) y que actua como represor
en celulas normales y transformadas decientes
de cadherina E [Behrens, J., Lo¨wrick, O., Klein,
H. L. & Birchmeier, W. The E-cadherin promo-
ter: functional analysis of a GC-rich region and
an epithelial cell-specic palindromic regulatory
element. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 11495-
11499 (1991); Hennig, G., Lo¨wrick. O., Birchme-
ler, W. & Behrens, J. Mechanisms identied in
the transcriptional control of epithelial gene ex-
pression. J. Biol. Chem. 271, 595-602 (1996); Fa-
raldo, M. L., Rodrigo, I., Behrens, J., Birchmeier,
W. & Cano, A. Analysis of the E-cadherin and
P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell
lines from dierent stages of mouse skln carcino-
genesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997); Ro-
drigo, I., Cato, A.C.B. & Cano, A. Regulation of
E-cadherin gene expression during tumor progres-
sion: the role of a new Ets-binding site and the E-
pal element. Exp. Cell Res. 248, 358-371 (1999)].
Los factores de transcripcion que interactuan con
este elemento o en la region correspondiente del
promotor del gen de cadherina E humano [Bus-
semakers, M. J., Giroldi, L. A., van Bokhoven
A. & Schalken, J. A. Transcriptional regulation
of the human E-cadherin gene in human prostate
cancer cell lines: characterization of the human
Ecadherin gene promoter. Biochem. Biophys.
Res. Commun. 203, 1284-1290 (1994); Giroldi,
L. A. et al. Role of E-boxes in the repression of
E-cadherin expression. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 241, 453-458 (1997)] son desconocidos.
Los factores de transcripcion potenciales re-
presores de la expresion del gen de la cadherina E
podran ser de gran utilidad en la identicacion de
nuevos candidatos antitumorales que actuaran in-
hibiendo la funcion de estos factores, y por tanto
del procese invasivo y metastasico. Ademas, su
presencia podra utilizarse como marcadores de
progresion y malignidad tumoral.
Descripcion
Descripcion resumida
Se ha identicado el factor de transcripcion
Snail como un represor de la expresion de cadhe-
rina E, actuando por interaccion directa con la
caja E2 del elemento E-pal del promotor. La ex-
presion ectopica de Snail en celulas epiteliales in-
duce la transicion epitelio-mesenquima y la adqui-
sicion de propiedades migratorias concomitante a
la inhibicion de la expresion de cadherina E y la
perdida de otros marcadores de diferenciacion epi-
telial. La presente invencion presenta, y forman
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parte de ella:
- una nueva protena diana para la identi-
cacion de nuevos compuestos antitumorales,
y
- un nuevo marcador de invasion y metasta-
sis tumoral y su uso como marcador de pro-
nostico de la enfermedad y como gua de
los profesionales medicos para seleccionar o
evaluar tratamientos.
Descripcion detallada
Snail es un factor de transcripcion que actua
como represor directo de la expresion de cadhe-
rina E
La identicacion de los factores de trans-
cripcion que interaccionan con el elemento E-pal
se realizo mediante una aproximacion tipo hbrido
sencillo (\one-hybrid") usando la secuencia E-pal
de raton (-90/-70) oligomerizada para dirigir la
expresion del gen HIS3 de S. cerevisiae como cebo
y una genoteca de cDNA de NIH3T3 fusionada al
dominio de activacion GAL4 como presa. Se ais-
laron 130 clones capaces de interaccionar con (y
dirigir la transcripcion del gen testigo HIS3) la
construccion que contiene el elemento E-pal na-
tivo y que no reconocieron el elemento oligomerico
mutado. Esta forma mutada del elemento E-pal
contiene 2 bases cambiadas (TT en lugar de GC)
que eliminan la caja E2. Esta forma mutada ha
sido descrita como responsable de la eliminacion
del efecto represor en el promotor de la cadherina
E de raton [Hennig, G., Lo¨wrick, O., Birchmeier,
W. & Behrens, J. Mechanisms identied in the
transcriptional control of epithelial gene expres-
sion. J. Biol. Chem. 271, 595-602 (1996); Fa-
raldo, M. L., Rodrigo, l., Behrens, J., Birchmeier,
W. & Cano, A. Analysis of the E-cadherin and
P-cadherin promoters in murine keratinocyte cell
lines from dierent stages of mouse skin carcino-
genesis. Mol. Carcinog. 20, 33-47 (1997)].
La secuenciacion de los clones aislados per-
mitio identicar que un 49 % de los mismos con-
tenan insertos que codicaban para la secuencia
completa o parcial del cDNA de Snail de raton
[Nieto, M. A., Bennet, M. F., Sargent, M. G.
& Wilkinson, D. G. Cloning and developmental
expression of Sna, a murine homologue of the
Drosophila snail gene. Development 116, 227-237
(1992); Smith. D. E., Del Amo. F. F. & Gridley,
T. Isolation of Sna, a mouse homologous to the
Drosophila gene snail and escargot: its expres-
sion pattern suggests multiple roles during pos-
timplantation development. Development 116,
1033-1039 (1192)], mientras que un unico clon co-
dicaba para una secuencia parcial del cDNA de
Slug de raton.
Para determinar el efecto de Snail como un
factor de transcripcion en el contexto de la
region proximal del promotor de cadherina E
(-178/+92), se subclono la secuencia completa
del cDNA de Snail en un vector de expresion
(pcDNA3) y se analizo su actividad por cotrans-
feccion en dos lneas celulares de queratinocitos
epidermicos de raton, MCA3D y PDV. Ambas
lneas haban sido caracterizadas previamente por
el alto nivel de expresion de cadherina E y de la
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actividad del promotor [Faraldo, M. L., Rodrigo,
l., Behrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A. Analy-
sis of the E-cadherin and P-cadherin promoters in
murine keratinocyte cell lines from dierent sta-
ges of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog.
20, 33-47 (1997); Rodrigo, I., Cato, A.C.B. &
Cano, A. Regulation of E-cadherin gene expres-
sion during tumor progression: the role of a new
Ets-binding site and the E-pal element. Exp. Cell
Res. 248, 358-371 (1999); Navarro, P. et al. A
role for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule
in tumor progression of mouse epidermal carcino-
genesis. J. Cell Biol. 115, 517-533 (1991)]. La
cotransfeccion de Snail en celulas MCA3D (Fig.
1A) y PDV (Fig. 1B) produjo una fuerte re-
presion del promotor nativo de cadherina E (95 %
y 75 %, respectivamente), pero no del promotor
que contiene la caja E2 mutada (Fig. 1). Estos
resultados conrman los obtenidos por el metodo
de screening one-hybrid y demuestran que Snail
es un represor directo de la transcripcion del gen
de la cadherina E actuando a traves de su union
a la caja E2 del elemento E-pal.
Snail induce la conversion broblastica de celulas
epiteliales y la adquisicion de migracion
Para proporcionar mas datos sobre el papel
de la protena Snail en la regulacion del gen de
la cadherina E y su participacion en la transicion
epitelio-mesenquima, se expreso ectopicamente en
varias lneas celulares. La expresion transitoria de
Snail se analizo inicialmente en las lneas de que-
ratinocitos MCA3D y PDV, que presentan la ven-
taja de su capacidad de crecer en grupos aislados
estableciendo fuertes contactos intercelulares me-
diados por cadherina E incluso a baja densidad, y
exhiben muy baja motilidad celular [Navarro, P.
et al. A role for the E-cadherin cell-cell adhesion
molecule in tumor progression of mouse epider-
mal carcinogenesis. J. Cell Biol. 115, 517-533
(1991); Lozano, E. & Cano, A. Cadherin/catenin
complexes in murine epidermal keratinocytes: E-
cadherin complexes containing either b-catenin or
plakoglobin contribute to stable cell-cell contacts.
Cell Adh. Commun. 6, 51-67 (1998), Gomez M.,
Navarro P. & Cano A. Cell adhesion and tumor
progression in mouse skin carcinogenesis: increa-
sed synthesis and organization of bronectin is
associated with the undierentiated spindle phe-
notype. Invasion & Metastasis 14,17-26 (1994);
Frontelo, P. et al. Transforming growth factor b1
induces squamous carcinoma cell variants with in-
creased metastasic abilities and a disorganized cy-
stoskeleton. Exp. Cell Res. 244, 420-432 (1998)].
La sobreexpresion de Snail elimino los contactos
intercelulares en las 24-48 horas despues de la
transfeccion en ambos tipos celulares como conse-
cuencia de la inhibicion de la expresion de cadhe-
rina E (Fig. 2 b y 2 f) y de otras protenas aso-
ciadas, como plakoglobina. Simultaneamente a
estos cambios, la morfologa de las celulas trans-
fectadas con Snail se encuentra profundamente al-
terada. En ambas lneas celulares se observaron
abundantes prolongaciones de membrana y largos
lamentos asemejando \lopodia".
La expresion estable de Snail se realizo en la
lnea celular MDCK, la cual exhibe un fenotipo
epitelial \prototpico" y en cultivo se dispone en
una monocapa. Este fenotipo no se ve afectado
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por la expresion del vector control en seis clones
independientes aislados (Fig. 3 a), que mantie-
nen la expresion de cadherina E (Fig. 3 b) y de
plakoglobina (Fig. 3 c) en los contactos intercelu-
lares. Sin embargo, la expresion estable de Snail
induce una dramatica conversion a un fenotipo
broblastico completamente desdiferenciado. Las
celulas MDCK transfectadas con Snail pierden la
capacidad de crecer como una monocapa y de su
inhibicion por contacto. En su lugar, estas celulas
forman redes creciendo unas sobre otras con ex-
tensiones de membrana extremadamente largas
(Fig. 3 d). El analisis de la expresion de cadhe-
rina E y plakoglobina mostro la perdida de ambas
moleculas en las celulas MDCK transfectadas con
Snail (Fig. 3 e, f). Adicionalmente, la expresion
estable de Snail en las celulas MDCK indujo un
fuerte comportamiento migratorio, lo que se com-
probo mediante ensayos de migracion en heridas
inducidas en los cultivos (Fig. 4).
Snail se expresa en tumores indiferenciados y en
zonas de invasion de carcinomas epidermoides
El analisis de la expresion endogena de Snail
por RT-PCR en un panel de lneas celulares que
varan en la expresion de cadherina E mostro una
correlacion inversa entre la expresion de ambas
moleculas y una asociacion de la expresion de
Snail con la capacidad invasiva y metastasica de
las mismas (Fig. 5). La cedherina E se observo
en la lnea celular epitelial, no tumoral MCA3D
y en la lnea celular tumoral PDV, que a pesar de
su origen tumoral no presenta capacidad invasiva
ni metastasica. Sin embargo, en ninguna de ellas
se constato la presencia de Snail. Por el contrario,
en las lneas celulares tumorales con capacidad in-
vasiva y metastasica, HaCa4 y Carb, la ausencia
de cadherina E se asociaba con la presencia de
Snail.
La expresion de Snail se analizo mediante hi-
bridacion in situ en tumores epidermoides indu-
cidos en ratones inmunodeprimidos bien por las
diferentes lneas, bien por tratamiento qumico en
la piel del raton. En ambos casos, se observo una
alta expresion de Snail en tumores indiferencia-
dos (Fig. 6f, h) y en zonas de invasion de car-
cinomas epidermoides (Fig. 6 l) que han perdido
la expresion de cadherina E (Fig. 6 k). Por el
contrario, no se detecto expresion de Snail en tu-
mores bien diferenciados no invasivos (Fig. 6 b, 6
d).
En conjunto, estos datos muestran que Snail
es un represor directo de la expresion de cadherina
E, implicado en la transicion epitelio-mesenquima
que ocurre durante la invasion tumoral. Por
tanto, la presencia de Snail es un nuevo marca-
dor de progresion tumoral, especcamente aso-
ciado a la adquisicion del fenotipo invasivo y me-
tastasico, lo que permite su uso como un marca-
dor pronostico de tumores humanos y como gua
de los profesionales medicos para seleccionar o
evaluar tratamientos antitumorales, y que forma
parte de la presente invencion.
Ademas, estos datos indican claramente el pa-
pel inductor directo de Snail en la adquisicion de
estas caractersticas de invasion y metastasis tu-
moral por lo que Sanil puede considerarse una
protena diana de nuevos compuestos antitumo-
rales. A partir de esta protena se pueden elabo-
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rar ensayos para la identicacion de nuevos can-
didatos antitumorales basados en lneas celulares
transformadas por la protena Snail y en donde el
analisis de la regulacion de la expresion de Snail
por un candidato antitumoral identicara nuevos
compuestos antitumorales, y que forman parte
de la presente invencion. El analisis de la regu-
lacion de la expresion de Snail podra realizarse
mediante la determinacion de la presencia o no
Snail tras el contacto con el candidato antitumo-
ral, o tambien a traves de otro tipo de se~nal de la
inhibicion de la funcion de Snail en celulas trans-
formadas con genes testigo, ej. HIS3 y LacZ, y
que forman parte de la presente invencion.
Descripcion de las guras
Figura 1
Snail reprime la actividad del promotor de la
cadherina E en lneas celulares epiteliales
Celulas MCA3D (Fig. 1A) y PDV (Fig. 1B)
se transfectaron con el promotor nativo de Cahe-
rina E (wt-178) o con una version mutada (mE-
pal) fusionada al gen marcador CAT en presencia
de 1 g de vector pcDNA3 control o conteniendo
Snail. La graca presenta los niveles de actividad
CAT del promotor. La actividad del promotor se
expresa como medida relativa a la del promotor
nativo en presencia del vector control.
Figura 2
La expresion transitoria de Snail en queratinoci-
tos epidermicos induce perdida de cadherina E y
plakoglobina y perdida de adhesion celula-celula
Se transfectaron celulas MCA3D (a-d) y PDV
(e-h) con vector control (mock, a, c, e, g) o conte-
niendo el cDNA de Snail (b, d, g, h) y se analizo
la presencia de cadherina E y plakoglobina por
inmunocitoqumica visualizada por microscopa
confocal a las 48 horas.
Figura 3
La transfeccion estable de Snail en celulas epi-
teliales MDCK induce una conversion epitelio-
mesenquima concomitante con la perdida de
cadherina E y plakoglobina
Imagenes de contraste de fases de celulas
transfectadas con el vector control (a) y con el
vector conteniendo Snail (d). Imagenes de mi-
croscopa confocal que muestran expresion de
cadherina F (b, e) y plakoglobina (c, f) en
celulas control y transfectadas con Snail, respec-
tivamente.
Figura 4
Snail induce un fenotipo migratorio en celulas
epiteliales
El comportamiento migratorio se analizo en
un modelo de herida in vitro. Los cultivos de
celulas MDCK controles (mock) o transfectadas
con Snail se ara~naron con una punta de pipeta y
se tomaron fotografas inmediatamente (t=0, a,
d) y 10 horas despues (b, e).
Figura 5
Analisis de la expresion, endogena de Snail por
RT-PCR en un panel de lneas celulares
La expresion endogena de Snail se correlaciona
inversamente con la de cadherina E en lneas celu-
lares de queratinocitos de raton normales y trans-
formadas.
Figura 6
La expresion de Snail se asocia a carcinomas in-
vasivos y a areas de invasion en carcinomas epi-
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dermoides
Se indujeron tumores en ratones desnudos con
celulas PDV (a-d) o CarB (e-h) o por tratamiento
qumico (i-l). Se analizaron por hibridacion in
situ con sondas para cadherina E (a, c, e, g, i,
k) o para Snail (b, d,f h, j, l). Cadherina E se
expresa en areas diferenciadas de los carcinomas
epidermoides (a, c, i, k), mientras que en estos
tumores no se aprecia expresion de Snail (b, d,
j). Los carcinomas invasivos no expresan cadhe-
rina E (e, g) y expresan Snail (f, h). En tumores
inducidos qumicamente, se observa expresion de
Snail en areas indiferenciadas invasivas (l, que no
expresan cadherina E (k)).
Ejemplos
Ejemplo 1
Aislamiento del cdna de snail de raton utilizando
la metodologa del hbrido sencillo
El oligonucleotido que contiene la secuencia
del elemento E-pal del promotor de cadherina-E
(CD-E) de raton (nucleotidos de -90 a -70) con-
teniendo dianas para los enzimas de restriccion
SalI en 5’ y XhoI en 3’ se concateno en sentido
directo hasta un total de 6 repeticiones comple-
tas mediante ligacion con tecnicas habituales, ais-
lamiento en geles de poliacrilamida y clonaje en
el vector pHISi (Clontech, Palo Alto, CA) que
contiene el gen testigo HIS3 de S. cerevisiae, y
elementos de replicacion de levadura y bacterias
y genes de seleccion apropiados. De esta forma
la expresion del gen HIS3 queda bajo el con-
trol del elemento E-pal concatenado. La correcta
insercion de las secuencias reguladoras se com-
probo mediante PCR, digestion con enzimas de
restriccion apropiados y secuenciacion. El vec-
tor \cebo" as generado se denomino pHIS-E6.
El mismo metodo se utilizo para generar vecto-
res en los que se introdujo una version mutante
del elemento E-pal, tambien concatenado 6 ve-
ces en sentido directo, en la que los dos oligo-
nucleotidos centrales, GC, fueron sustituidos por
TT. Al vector \cebo" mutante generado se le de-
nomino pHIS-mE6. Los vectores cebo pHIS-E6 y
pHIS-mE6 se integraron independientemente en
el locus cromosomico URA3 de la cepa de le-
vadura YM4271 (Clontech, Palo Alto, Ca) me-
diante tecnicas habituales de transformacion y se-
leccion de estirpes estables que mantienen el cre-
cimiento en presencia de 20 mM 3-aminotriazole
(3ATZ). Las estirpes seleccionadas se denomi-
naron E-pal HIS3 (construccion E-pal nativo) y
mE-pal HIS3 (construccion E-pal mutada). La
estirpe de levadura E-pal HIS3 fue sometida a
transformacion con una genetoca de cDNA co-
mercial de celulas NIH3T3 que contiene los di-
ferentes insertos de cDNA fusionados al domi-
nio de activacion de GAL4 en el vector pACT2
(Clontech, Palo Alto, Ca), amplicada previa-
mente para obtener un ttulo de 3x106 clones in-
dependientes mediante tecnicas habituales. Las
levaduras transformantes se seleccionaron por su
capacidad de crecimiento en ausencia de Histi-
dina y en presencia de 20 mM 3ATZ, aislandose
300 clones independientes. Los plasmidos con-
teniendo las diferentes secuencias de cDNA se
aislaron de las levaduras transformantes y fue-
ron utilizados posteriormente para transformar E.
coli (cepa DH5), recuperandose 221 clones inde-
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pendientes de E. coli de los que se aislaron los
plasmidos correspondientes. Para eliminar falsos
positivos los 221 plasmidos se introdujeron inde-
pendientemente en paralelo en las estirpes de le-
vadura generadas previamente conteniendo el gen
HIS3 bajo el control del elemento E-pal silvestre
(estirpe E-pal HIS3) o E-pal mutado (estirpe mE-
pal HIS3), seleccionandose aquellos plasmidos que
conferan crecimiento en ausencia de histidina y
leucina y en presencia de 20 mM 3ATZ exclusiva-
mente en la estirpe E-pal HIS3, siendo su numero
total de 130. Los insertos de dichos plasmidos fue-
ron analizados inicialmente mediante digestiones
con diversos enzimas de restriccion y sometidos
a secuenciacion en un secuenciador automatico.
Las secuencias obtenidas se analizaron en ban-
cos de datos de cDNA utilizando el programa
BLAST/FASTA. 49 % de los clones identicados
codicaban para la secuencia total o parcial del
cDNA de Snail de raton.
Ejemplo 2
Transfeccion transitoria y estable de msnail en
celulas epiteliales
La secuencia completa del cDNA Snail de
raton (mSnail) contenida en uno de los clones
identicados en el screening del hbrido sencillo
se aislo del vector pACT2 mediante digestion con
los enzimas de restriccion EcoRI y HindIII y se
subclono en los sitos EcoRI/HindIII del vector
pcDNA3 (Invitrogene), que contiene el gen neo
que conere resistencia al antibiotico G418 y se
secuencio en los dos extremos. Al vector as ge-
nerado se le denomino pcDNA3-mSnail.
La construccion del promotor de cadherina E
de raton, -178, que contiene las secuencias de -178
a +92 pb del gen fusionadas al gen testigo CAT
(Chloramfenicol Acetyl Transferase), y la cons-
truccion mEpal (en la que los dos nucleotidos
centrales GC del elemento E-pal se mutaron por
TT) se han descrito previamente [Behrens, J.,
Lo¨wrick, O., Klein, H. L. & Birchmeier, W. The
E-cadherin promoter: functional analysis of a
GC-rich region and an epithelial cell-specic pa-
lindromic regulatory element. Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 88, 11495-11499 (1991); Hennig. G.,
Lo¨wrick, O., Birchmeier. W. & Behrens, J. Me-
chanisms identied in the transcriptional control
of epithelial gene expression. J. Biol. Chem. 271,
595-602 (1996); Faraldo, M. L., Rodrigo, I., Be-
hrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A. Analysis
of the E-cadherin and P-cadherin promoters in
murine keratinocyte cell lines from dierent sta-
ges of mouse skin carcinogenesis. Mol. Carcinog.
20, 33-47 (1997)] y fueron cedidas por el Dr. J.
Behrens.
a) Analisis de la actividad del promotor de
cadherina E
Las celulas MCA3D y PDV se sembraron a
subconfluencia (3x105celulas/placa de 6 cm de
diametro, P-60) en medio de crecimiento HamF12
conteniendo 10 % suero bovino fetal (Gibco) y se
incubaron 24 h a 37C en un incubador conte-
niendo 5 % CO2 y una humedad del 95 %. A
continuacion, el medio fue reemplazado por me-
dio fresco DMEM, 10 % suero bovino fetal man-
teniendose en el incubador durante 6 h adicio-
nales. Los cultivos fueron sometidos a cotrans-
feccion utilizando Lipofectamina Plus (Life Tech-
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nologies), siguiendo las instrucciones del prove-
edor, utilizando 2.5 g de la construccion -178,
mE-pal o el vector control pCATbasic (carente
de secuencias promotoras) (Promega) y en pre-
sencia de 1 g de pcDNA3-mSnail o del plasmido
pcDNA3 vaco. Como control adicional, la activi-
dad de las construcciones del promotor de cadhe-
rina E se comparo con la del vector pCAT-control
(Promega) que contiene el gen testigo CAT bajo
el control del promotor de SV-40, por lo que
las celulas se transfectaron en paralelo con di-
cho vector. La eciencia de la transfeccion se
analizo por cotransfeccion en todos los cultivos
con 2.5 g del plasmido CMV-Luc que contiene
el gen testigo luciferasa bajo el control del pro-
motor de cytomegalovirus. 24 h despues de la
transfeccion el medio fue eliminado y tras lavar
con PBS las celulas se recogieron raspando sua-
vemente las placas y se sometieron a centrifu-
gacion (2.000 rpm, 4 min). Los extractos se ob-
tuvieron resuspendiendo el pellet celular en 100
l de un tampon conteniendo 10 mM Fosfato pH
8.0 y sometidas a 4 cielos de congelacion en N2
lquido-descongelacion a 37C. La actividad luci-
ferasa se determino inicialmente en alcuotas de 5
l utilizando un kit comercial y un luminometro.
Alcuotas de los diferentes extractos conteniendo
actividades equivalentes de luciferasa se analiza-
ron para la actividad CAT, utilizando como sus-
trato C14-chloramfenicol (Amersham) y como co-
factor Acetil-CoA (Sigma) siguiendo el metodo
descrito previamente [Faraldo, M. L., Rodrigo, I.,
Behrens, J., Birchmeier, W. & Cano, A. Analy-
sis of the E-cadherin and P-cadherin promoters
in murine keratinocyte cell lines from dierent
stages of mouse skin carcinogenesis. Mol. Car-
cinog. 20, 33-47 (1997); Rodrigo, I., Cato, A.C.B.
& Cano, A. Regulation of E-cadherin gene ex-
pression during tumor progression: the role of a
new Ets-binding site and the E-pal element. Exp.
Cell Res. 248, 358-371 (1999)]. La actividad CAT
obtenida en celulas MCA3D y PDV para la cons-
truccion-178 del promotor nativo de cadherina E
fue el 70 % y 50 %, respectivamente, de la del vec-
tor pCAT-SV40. Las actividades CAT obtenidas
se normalizaron a la obtenida con la construccion-
178 en presencia del vector vaco pcDNA3 en cada
lnea celular. Los ensayos de transfeccion fueron
realizados en cultivos duplicados equivalentes de
cada una de lneas celulares para todas las condi-
ciones experimentales analizadas.
b) Efecto de la expresion de msnail en el feno-
tipo celular y expresion de marcadores epiteliales
Se realizaron transfecciones transitorias con 2
g de mSnail (vector pcDNA3-mSnail) y contro-
les \mock" (vector vaco pcDNA3) en las lneas
de queratinocitos de raton MCA3D y PDV, si-
guiendo el procedimiento descrito anteriormente,
excepto que las celulas se sembraron sobre cu-
breobjetos circulares (1.2 cm de diametro) depo-
sitados sobre las placas P-60. Al cabo de 24 h y
48 h tras la transfeccion los cristales correspon-
dientes a las dos condiciones experimentales de
cada lnea celular se jaron con metanol (-20C)
durante 30 s, y se sometieron a analisis de la ex-
presion de cadherina E y plakoglobina mediante
inmunofluorescencia [Navarro, P. et al. A role
for the E-cadherin cell-cell adhesion molecule in
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tumor progression of mouse epidermal carcinoge-
nesis. J. Cell Biol. 115, 517-533 (1991)]. Las
imagenes fueron analizadas en un microscopio
confocal (Leica).
Transfecciones estables de msnail y control
\mock" se realizaron en la lnea epitelial MDCK,
crecidas en medio DMEM, 10 % suero bovino fe-
tal, en cultivos paralelos y siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. A las 48-72 h de la trans-
feccion, cuando los cultivos alcanzaron la con-
fluencia, el medio se cambio por medio fresco y
se le a~nadio 400 g/ml de G418, seleccionandose
las celulas resistentes a G418 al cabo de 2-3 sema-
nas de crecimiento en presencia del antibiotico.
La poblacion total generada (\pool") en ambos
tipos de cultivos (msnail y mock) fue recogida
y se procedio a la obtencion de clones indepen-
dientes mediante dilucion. Para ello se sembra-
ron 100 celulas de cada tipo de poblacion en pla-
cas P-100 (10 cm diametro) y se crecieron en me-
dio DMEM, 10 % suero bovino fetal y 400 g/ml
de G418. Se obtuvieron colonias independien-
tes resistentes a G418 al cabo de 2-3 semanas
adicionales, las cuales fueron aisladas por trip-
sinizacion utilizando cilindros de clonaje (5 mm
de diametro interno) y amplicadas por sucesivos
pases en placas de cultivo de tama~no progresivo
(T6->F12.5->F25->F75) manteniendo la presion
del antibiotico en todas las fases del cultivo. Se
aislaron un total de 10 clones independientes de
la transfeccion de msnail y 6 clones independien-
tes de la transfeccion mock. Los diferentes clones
fueron analizados para la expresion de cadherina
E y plakoglobina mediante inmunofluorescencia
(analisis por microscopia confocal) e inmunotran-
sferencia, y para expresion de msnail mediante
RT-PCR tras extraccion del RNA-polyA+ de los
diferentes clones y el uso de amplmeros adecua-
dos para amplicar un fragmento de 388 pares de
bases, segun la secuncia del cDNA de mSnail.
Ejemplo 3
Obtencion de tumores
a) Tumores inducidos en ratones inmunode-
primidos por las lneas celulares
Los tumores se indujeron en ratones macho
atmicos nu/nu de la cepa BalC de 8 semanas de
edad mediante inyeccion subcutanea de celulas
PDV, HaCa4 o CarB como se ha descrito [Na-
varro, P. et al. A role for the E-cadherin cell-
cell adhesion molecule in tumor progression of
mouse epidermal carcinogenesis. J. Cell Biol.
115, 517-533 (1991)]. Las diferentes lneas ce-
lulares se crecieron a confluencia en botellas
F75, se tripsinizaron y resuspendieron en tampon
Fosfato salino (PBS) a una densidad de 1x107
celulas/ml en PBS. Las celulas se inyectaron su-
bcutaneamente en los dos flancos de cada raton
(1x106 celulas/sitio inyeccion) utilizando jeringas
de insulina y agujas hipodermicas de 25 gauge.
Habitualmente se inoculan 3 animales por cada
lnea celular (6 sitios de inyeccion/lnea). Los ani-
males se obtuvieron de la unidad de produccion
de IFA-CREDO (France) y se mantuvieron en
condiciones esteriles en la instalacion especca
para estos animales en el animalario del Instituto
de Investigaciones Biomedicas (IIB) y de acuerdo
con las normas institucionales de manejo de ani-
males. Los animales inyectados se observaron 3
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veces por semana, determinandose la aparicion
de los tumores por inspeccion visual y medida
de su tama~no mediante un calibre. Los animales
fueron sacricados por asxia en eter cuando los
tumores alcanzaron un tama~no de 1.5-2.0 cm de
diametro externo. Los tumores fueron extirpa-
dos, una fraccion de ellos jada en formaldehido
para posterior analisis histologico, y el resto fue
congelado inmediatamente en isopentano enfriado
en un ba~no de nitrogeno lquido directamente o
embebidos en OCT (TissueTek). Las muestras
fueron almacenadas a -70C hasta su posterior
utilizacion.
b) Induccion de tumores en la piel de raton
por carcinogenesis qumica
Los tumores se indujeron en la piel dorsal de
ratones BalC de 8-10 semanas de edad, obteni-
dos en la unidad de produccion del animalario
del IIB, mediante el protocolo de dos estadios
DMBA/TPA como se ha descrito [Cano, A. et
al. Expression pattern of the cell adhesion mole-
cules E-cadherin. P-cadherin and integrin is alte-
red in pre-malignant skin tumors of p53-decient
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mice. Int. J. Cancer 65, 254-262 (1996)]. Una
semana previa al inicio del experimento, el dorso
de los animales (20 en total) fue rasurado, tras
lo cual se aplico topicamente una dosis unica del
carcinogeno dimethylben(z)antraceno (DMBA) a
una concentracion de 50 g/ml disuelto en ace-
tona. Una semana despues se inicio la promocion
mediante aplicacion topica del ester de forbol te-
tradecanoylphorbolacetate (TPA) a una concen-
tracion de 50 g/ml disuelto en etanol. El TPA
fue aplicado cada 3 das durante un total de 30
semanas. Los animales se mantuvieron en ob-
servacion semanal hasta un total de 50 semanas.
Al cabo de 10 semanas de tratamiento con TPA
se detecto la aparicion de los primeros tumores
de tipo papiloma que prosiguieron apareciendo
a lo largo del tratamiento y posteriormente, ob-
teniendose una media de 5-6 tumores/raton. Una
peque~na proporcion de los papilomas (5 %) pro-
gresaron tras cesar el tratamiento con TPA ha-
cia carcinomas. Los animales fueron sacricados
a diferentes intervalos y los tumores extrados y
congelados como se ha descrito anteriormente.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para identicar un com-
puesto que inhiba la funcion represora de Snail
caracterizado por las siguientes etapas:
a) a~nadir dicho compuesto a las celulas trans-
formadas con capacidad de expresar el mar-
cador pronostico Snail,
b) determinacion de la disminucion o elimi-
nacion total de la capacidad de expresar di-
cho marcador de pronostico en esas celulas
transformadas,
c) y la seleccion de dicho compuesto para el
tratamiento de la invasion y metastasis tu-
moral si dichas celulas transformadas pre-
sentan una disminucion o eliminacion total
de la expresion de Snail (y una reversion de
sus propiedades invasivas y metastasicas).
2. Procedimiento segun la reivindicacion
1 para identicar un compuesto que inhiba la
funcion represora de Snail basado en la utilizacion
de estirpes de levadura S. cerevisiae que expresan
el gen HIS3-bajo el control del elemento E-pal
en su version nativa y mutante, y caracterizado
por las siguientes etapas:
a) transformacion de las estirpes de levadura
con el vector pACT2-mSnail, que contiene
la secuencia completa del cDNA de Snail, en
presencia y ausencia de dicho compuesto,
b) determinacion del crecimiento de las leva-
duras transformadas a partir de la estirpe
que expresa el gen HIS3 bajo el control de
E-pal nativo en ausencia de histidina y leu-
cina y en presencia de 3ATZ,
c) determinacion de la ausencia de efecto in-
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hibidor de dichos compuestos en las le-
vaduras transformadas por pACT2-mSnail
(Snail mutado) en estirpes de levadura que
expresan el gen HIS3 bajo el control de E-
pal nativo en ausencia de histidina y leucina
y en presencia de 3ATZ,
d) y la seleccion de dicho compuesto para el
tratamiento de la invasion y metastasis tu-
moral si dichas celulas estirpes de S. cere-
viviae presentan una disminucion o elimi-
nacion total de su capacidad de crecimiento.
3. Procedimiento segun la reivindicacion
1 para identicar un compuesto que inhiba la
funcion represora de Snail basado en la utilizacion
estirpes de levadura S. cerevisiae que expresan el
gen LacZ bajo el control del elemento E-pal en su
version nativa y mutante, y caracterizado por
las siguientes etapas:
a) transformacion de las estirpes de levadura
con el vector pACT2-mSnail, que contiene
la secuencia completa del cDNA de Snail, en
presencia y ausencia de dicho compuesto,
b) determinacion de la actividad -galactosi-
dasa de las levaduras transformadas a partir
de la estirpe que expresa el gen LacZ bajo
el control de E-pal nativo,
c) determinacion de la ausencia de efecto inhi-
bidor de dichos compuestos en las levaduras
transformadas por pACT2-mSnail en estir-
pes de levadura que expresan el gen LacZ
bajo el control de E-pal mutado,
d) y la seleccion de dicho compuesto para el
tratamiento de la invasion y metastasis tu-
moral si dichas celulas estirpes de S. cere-
visiae presentan una deteccion positiva de
actividad -galactosidasa.
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